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Целью работы являлось исследование  биологических свойств трехмерных 
пористых блоков на основе ПГА.    
Были поставлены задачи:  
1) Создать пористые матриксы, обладающие способностью сохранения трехмерной 
структуры, биологические характеристики которых будут соответствовать таковым 
мягких тканей, использовать различные подходы;  
2) Определить физико-механические свойства блоков разных типов;  
3) Оценить  биосовместимость полученных изделий  в культурах клеток.   
  
Тканевая инженерия сейчас является особенно актуальной темой в регенеративной 
медицине, так как именно эта область даёт возможность    разработки био-искусственных 
элементов с целью замены или ткани или органа. Использование новых функциональных 
биоразрушаемых материалов позволяет вести исследование по разработке не только 
имплантируемых изделий медицинского назначения, но и новых медицинских 
технологий, что расширяет показания для лечения и повышает качество жизни. Био-
искусственные аналоги позволяют избежать пересадок собственной и донорской кожи. 
Разработки в этом направлении ведутся с использованием клеточных элементов из 
различных источников. Изучение реакций клеток при непосредственном контакте с 
материалом является отдельной и первостепенной задачей тканевой инженерии. В ходе 
работы было получено несколько типов композитных матриксов и были использованы 
различные порообразующие агенты. Также, изучены реакции адгезионных клеточных 
культур животных: фибробластов NIH3T3 и первичной культуры мультипотентных 
мезенхимальных стволовых клеток крыс. Результаты исследования показали, что 
все разработанные экспериментальные образцы объёмных пористых матриксов, 
полученных на основе биодеградируемых полиэфирных материалов микробиологического 
происхождения, полигидроксиалканоатов (ПГА), ни один из полученных композитов и 
порообразующих агентов не обладают цитотоксичностью и имеют адгезионные свойства 
по отношению к клеткам эукариот. Было выявлено, что фибробласты, по сравнению с 
мезенхимальными стволовыми клетками жировой ткани, продемонстрировали большую 
пролиферативную активность.  
Из текста ВКР изъяты результаты интеллектуальной деятельности,которые имеют 





Глава 1. Обзор литературы  
1.1 Нормальное строение кожи………………………………………………….7 
1.2 Виды повреждений кожи……………………………………………............9 
1.2.1 Тканевая инженерия дермы……………………………………………..10	
1.2.2 Клеточные элементы для тканевой инженерии кожи…………..............11 
1.3 Использование фибробластов в тканевой инженерии ……………..........14 
1.4 Материалы, используемые для получения волоконных структур для 
тканевой инженерии кожи………………………………………………….......15 
1.5 Опыт использования и преимущества биоразрушаемых полимеров на 
основе карбоновых кислот в ТИ………..………………………………............17 
1.6 Методы тестирования изделий медицинского значения и изделий, 
предназначенных для тканевой инженерии……………………………....……19 
1.7 Типы клеток, которые используют для восстановления 
кожи……………………………………………...………………………...……..20 
Глава 2. Объекты и методы исследования  
2.1 Объекты исследования…………………….…………………………...........23 
2.2 Методы исследования……………………………………………….……....24 
2.2.1Анализ суммарной пористости трёхмерных блоков 
……………………………………….....................................................................25 
2.2.2Способ определения белка в среде 
………………………………………………….…………………………………25 
2.2.3. Культивирование эмбриональных фибробластов мыши линии NIH 
3T3………….….……………………………………………………………….....26 






2.2.6 Визуализация клеток. Окрашивание клеток DAPI, световая 
микроскопия……………………………………...………………….…………...29 
2.2.7 Способы получения 2-мерных матриксов для тканевой инженерии 
дермы………………………………………………...…………………………...30 
2.2.8 Способы получения 3-мерных матриксов для тканевой инженерии 
дермы……………………………………………………………………………..31 
3 . Результаты и обсуждения ………………………………………………....32 
3.1 Суммарная пористость полученных матриксов ………………………......34 
3.2  Содержание белка в 
блоках……………………...……………………………………………………..35 
3.3  Активность клеток линии NIH 3T3 и МСК жировой ткани  с композитом 
(90 % содержания сополимера , 10 % коллагена П3ГБ + 
3ГВ)………………………………………………………………………….........35 
3.3.1  Активность клеток линии NIH 3T3 с композитом ( 90/10 , 70/30 ) и 
пористыми композитами : коллагеновой губкой и пресованной сахарозой 
………………….…………………………………………………………..……..38 
3.3.2 Активность клеток линии NIH 3T3 и МСК жировой ткани и пористыми 
композитами: коллагеновой губкой и пресованной сахарозой 
………………………………………………………….……………………...….39 










Тканевая инженерия Т.И., - раздел науки, который занимается 
разработкой элементов организма для замены повреждённой /отсутствующей 
ткани или органа. На месте дефекта должна быть восстановлена трехмерная 
структура ткани, с сохранением её физиологической функции [28]. Для 
успешной замены необходимо обеспечить клеточным элементам условия для 
прикрепления, для чего разрабатывают различные субстраты, или матриксы 
(в англоязычной литературе «sсaffold»).  В 1993 году Роберт Лангер и 
Джозеф Ваканти обобщили и представили понятие тканевой инженерии, как 
«междисциплинарную область, в которой применяются принципы 
инженерии и наук о живом для разработки биологических эквивалентов, 
поддерживающих и улучшающих функции тканей» [38]. В роли скэфолда 
могут выступать материалы различных групп, среди которых – металлы, 
биокерамики, биополимеры синтетического и природного происхождений. 
Все материалы, используемые в клеточной инженерии, должны обладать 
следующим рядом свойств: 
1.Выполнять объёмную и опорную функции ткани 
2.Иметь хорошие показатели биосовместиости и биоинтеграции 
3.Обеспечивать нормальный рост диффиренцированных клеток 
4.Обладать свойствами биодеградируемости, не вызывая у реципиента 






Для тканевой инженерии необходим специальный материал, который 
будет сочетать в себе такие качества, как биоразрушаемость, высокая 
прочность и биологическая совместимость.   
Цель работы: Исследовать цитотоксичность композитных материалов, 
разработанных на основе ПГА, обладающих трёхмерной пористой 
структурой. 
В соответствии с целью исследования были поставлены задачи:  
1. Создать композитные матриксы, биологические характеристики 
которых будут соответствовать таковым мягких тканей. 
2. Определить свойства композитных матриксов (суммарная 
пористость, количественное содержание белка). 
3. Оценить  биосовместимость матриксов различных типов в культурах 
клеток. 






Глава 1. Обзор литературы  
1.1 Нормальное строение кожи  
Соединительные ткани (СТ) – группа тканей с множеством функций, за 
счёт которой постоянно поддерживается и образуется внутренняя среда 
организма. Эти ткани часто граничат с внешней средой и полостями тела. 
Строение каждого типа соединительной ткани определяется её функцией. 
Все СТ обладают функциями: гомеостатическая, регуляторная, 
защитная,  транспортная, опорная, механическая – формирование стромы 
и капсул различных органов.        
 СТ представлена в организме 4 различными состояниями: волокнистым 
(связки);  твердым (кости); гелеобразным (хрящи);  жидким(кровь и лимфа).
 Все СТ развиваются в эмбриональном периоде из общего источника -
 мезенхимы, которая является полипотентной и гетерогенной; и имеют 
высокое содержание межклеточного вещества [8,10]. Гликозаминогликаны и 
протеогликаны содержатся в межклеточном пространстве и участвуют в 
создании соединительнотканного матрикса. Протеогликаны – 
высокомолекулярные соединения, состоят из гликозоаминогликанов и белка, 
находящиеся на поверхности клеток и участвующие в иммунных реакциях, 
ионном обмене и в дифференцировке тканей, обладают высокой 
удерживающей способностью и придают межклеточному веществу форму 
геля. Гликозаминогликаны – представляют собой цепные полимеры  с 
повторяющимися звеньями цепи, которые могут быть сульфатированными и 
несульфатированными [10].       
 Клеточные популяции рыхлой волокнистой соединительной ткани 
представлены: 1) клетками дифферона фибробластов–тканеобразующие 
клетки, которые включают стволовые и полустволовые клетки, а также те, 
которые вступили в дифференцировку – это «молодые» 
малодифференцированные и «зрелые» дифференцированные фибробласты с 
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фиброцитами; 2) производными клеток крови: макрофагами, которые 
содержат больше количество лизосом с антимикробными факторами и 
гидролитическими ферментами, плазмоцитами и тучными клетками; 3) 
лейкоцитами, мигрирующими из крови, которые могут находиться в рыхлой 
волокнистой соединительной ткани в норме и при воспалении; 4) 
производными нервного гребня - совокупностью клеток у позвоночных, 
выделяющихся из краевых отделов нервного желобка во время его 
замыкания в нервную трубку. Его краниальная часть является источником 
мезенхимы, из которой собственно развивается соединительная ткань [8]. 
 Кожа – это мягкая ткань, выполняющая функции защиты, 
теплорегуляции, секреции, дыхания и обмена веществ. Это сложный орган, 
состоящий из нескольких слоёв: эпидермис, дерма и гиподерма. Наружный 
слой кожи – эпидермис, образован лежащими друг над другом, в несколько 
десятков рядов, эпителиальными клетками. Верхняя часть эпидермиса , 
имеющая контакт с внешней средой, называется «роговым слоем кожи», 
который состоит из ороговевших, постоянно отслаивающихся с поверхности 
клеток. Влажность эпидермиса обеспечивается за счёт защитной 
гидролипидной мантии, покрывающей поверхность кожи тонкой пленки, 
состоящей из секрета сальных желез, пота и из составных частей вязких 
субстанций, которые связывают отдельные роговые клетки. Пигментация 
кожи обеспечивается содержанием меланина в меланоцитах, которые 
находятся в самом глубоком слое эпидермиса [11].Сосочковый слой 
расположен ближе к поверхности, так как прилегает к эпидермису. Слой 
образован рыхлой волокнистой неоформленной соединительной тканью. 
Здесь преобладают фибробласты и фиброциты, макрофаги и тучные клетки. 
Этот слой определяет рисунок на поверхности кожи, а рыхлая волокнистая 
соединительная ткань выполняет трофическую функцию [23].Глубже 
располагается сетчатый слой. В нём находятся эластиновые волокна, которые 
придают коже упругость, а так же коллагеновые – прочность. Они 
переплетаются крестообразно, образуя ячеистую структуру с одной стороны 
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и плотную сеть – с другой. От состояния сетчатого слоя дермы и количества 
волокон в нём зависит прочность и эластичность кожи. Гиподерма – слой 
клеток, отвечающий за теплоизоляцию и смягчение механического 
воздействия на внутренние органы [12,23]. 
1.2 Виды повреждений кожи  
Повреждения кожи могут быть различной природы и степени, или 
глубины, затрагивая разные слои органа. Ожог – повреждение ткани, степень 
повреждения, в соответствии с медицинской классификации, делится на 4 
степени. Чем больше степень – тем глубже повреждение кожи. Существует 
несколько видов ожогов: 1) Термический – повреждение, которое было 
получено при контакте с жидким, твёрдым или газообразным источником 
тепла. Такой ожог способен повредить несколько слоёв кожи; 2) Химический 
– травма, обусловленная воздействием химического реагента агрессивного 
действия. Делится на: ожоги кислотами, щелочными растворами и солями 
тяжелых металлов; 3) Лучевой; 4) Электрический.     
 Ссадина – это поверхностное механическое повреждение кожи, не 
глубже сосочкового слоя, которое сопровождается капиллярным 
кровотечением. Порез – характеризуется чётким разделением слоёв кожи 
острым предметом. Может происходить обильное кровотечение, но 
большинство порезов имеют незначительные расхождения краев  
 Рваная рана — повреждение кожных покровов или слизистых оболочек 
вследствие повреждающего механического воздействия твердым тупым 
предметом. Такие раны имеют неровные края на всем протяжении. Резаная 
рана – повреждение кожи острым предметом на разную глубину, является 





1.2.1 Тканевая инженерия дермы  
Для закрытия больших (критических) дефектов кожи используют 
пересадки собственной/донорской кожи, синтетические и натуральные 
раневые покрытия. Также, в настоящее время широко используется 
гидроколлоидная самофиксирующаяся повязка (Hartmann Hydrocoll), которая 
предназначена для герметизации раны и обеспечения асептических условий 
для репарации, стимулируя образование эпителия. Верхний слой повязки 
представлен полупроницаемым барьером, который предохраняет рану от 
проникновения микроорганизмов. Во время использования повязки 
гидроколлоидная часть преобразуются в гель, обеспечивая создание влажной 
среды [15].           
 Актуальными направлением является разработка ткано-инженерных 
изделий, следует отметить увеличивающуюся сложность структуры изделий 
для биоинженерии кожи. Обязательным условием для успешной тканевой 
инженерии кожи является использование  мягкого, гибкого и 
биосовместимого, и биоразрушаемого аналога ВКМ кожи – волоконного 
остова дермы. Внеклеточный матрикс кожи обеспечивает механическую 
(структурную) функцию ткани, а также метаболическую и другие функции, 
обеспечивает транспорт химических веществ, и синтетический аналог 
должен способствовать выполнению всех этих функций [16].   
 Основу межклеточного матрикса составляет семейство коллагеновых 
белков, которые относятся к гликопротеинам и содержат большое количество 
остатков глицина, пролина и гидроксипролина. Для    соединительной ткани 
каждого типа используются разные типы коллагена (коллаген I , II, III и т.д. 
типов). Коллаген – фибриллярный белок, имеет молекулы большого размера, 
образуется за счёт объединения фибробластов соединительной ткани. В 
результате синтеза возникают одиночные коллагеновые нити, из которых 
формируются цепочки, состоящие из аминокислот. Нити по три 
переплетаются в спирали, которые обеспечивают взаимодействие – образуя 
«триады аминокислот». Коллаген 1-го типа встречается в рыхлой 
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волокнистой соединительной и костной тканях, а также в склере и роговице 
глаза; 2-го— в хрящах; 3-го типа — в стенке кровеносных сосудов, в 
соединительной ткани кожи плода; 4-гo типа — в базальных мембранах. К 
основным преимуществам коллагена как биоматериала для ТИ относятся: 
низкая токсичность и антигенность, высокая механическая прочность и 
устойчивость к тканевым протезам. Источниками получения коллагена при 
изготовлении изделий для пластической хирургии служат ткани, богатые 
данным типом белка – кожа, сухожилия, перикард и кость. Широкое 
распространение в медицинской практике получил раствор кожного 
коллагена. На основе этого коллагена были разработаны различные изделия 
медицинского назначения такие как: покрытия для ран и хирургические нити 
для зашивания раневых поверхностей. Фибриллы коллагена, имеющие 
низкий модуль упругости, ориентированы в слизистой оболочке ротовой 
полости так, чтобы прочные первичные связи были расположены 
параллельно приложенным напряжениям [17].      
 Основными компонентами межклеточного пространства являются —
гликопротеины, протеогликаны и гиалуроновая кислота,что обеспечивает 
высокую адгезионную способность по отношению к клеткам тканей. При ТИ 
кожи аналог ВКМ должен обеспечивать трёхмерную структуру для 
клеточной адгезии. Качественный каркас должен иметь свойство 
разрушаться с такой скоростью, с какой образуются новые ткани, не вызывая 
токсичности, для кожи этот период составляет примерно 10-15 суток, в 
зависимости от глубины повреждения. В случае дефектов, занимающих 
большую площадь, процесс восстановления может занять месяц и более. 
1.2.2 Клеточные элементы для тканевой инженерии кожи 
Клеточные элементы , которые используются в ТИ, могут быть  менее 
дифференцированные – ММСК, и более  – это фибробласты и кератиноциты.
 I) Фибробласты (ФБ), – это подвижные клетки соединительной ткани, 
отростчатые или веретенообразные, размером не более 20 мкм в длину. Это 
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основной тип клеток дермы. Они синтезируют компоненты межклеточного 
вещества. Основная функция ФБ: синтез белков и глюкозоаминогликанов, 
которые идут на формирование межклеточного вещества соединительной 
ткани, т.е. на матрикс. Отвечают за наработку и поддержание большей части 
внеклеточного матрикса [32,11]. Долгое время сохраняют способность к 
пролиферации. Фибриллярный компонент межклеточного вещества 
соединительной ткани включает три типа волокон — коллагеновые, 
эластические и ретикулярные. Имеют сходный механизм образования, но 
отличаются друг от друга по химическому составу, ультраструктуре и 
физическим свойствам. При ТИ с использованием матриксов-каркасов 
фибробласты ориентируются на поверхностях, покрытых бороздками, с 
размерами текстуры 1-8 мкм [31]. Фибробласты делятся на группы: 
«молодые» фибробласты, проходящие дифференцировку от клеток со слабо 
развитыми гранулярным ЭПС и митохондриями до умеренно развитых и на 
«зрелые» фибробласты, которые содержат хорошо развитую гранулярную 
ЭПС, умеренно развитые митохондрии и аппарат Гольджи [13,31].  В 
периферической зоне цитоплазмы есть небольшое количество миофибрилл, 
что позволяет им перемещаться в РВСТ. Функции ФБ: синтез и секреция 
белков и гликозаминогликанов, идущих на формирование компонентов 
межклеточного вещества соединительной ткани, а также выработка и 
секреция колониестимулирующих факторов [11].    
 Различаются формы фибробластов в зависимости от  структурно-
функциональных изменений: 1) миофибробласты образуются в результате 
гипертрофии сократительного аппарата фибробласта; 2) фиброкласты – 
отдельный тип фибробластов, в которых появляется значительное число 
лизосом с ферментами коллагеназой и эластазой; выполняют перестройку 
сети коллагеновых и эластических волокон во время репаративной 
регенерации нарушенных структур; 3) фиброциты – клетки с высокой 
фагоцитарной активностью, но не способные к делению; у них способность к 
синтезу коллагена и эластина утрачена; 4) Адипоциты - белые жировые 
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клетки, которые могут формировать крупные скопления в составе жировой 
ткани, а в РВСТ–малочисленны; 5) Адвентициальные клетки – вытянутые 
веретеновидные клетки, часто локализующиеся вблизи кровеносных 
капилляров, имеют низкий уровень дифференцировки. Считается, что это 
предшественники малодифференцированных фибробластов, т.е. являются 
следующей фазой дифференцировки после стволовой клетки соединительной 
ткани [11].      II) Стволовые клетки – клетки, 
обладающие способностью трансформироваться в зрелые и функционально 
активные клетки различных органов, способные давать начало многим типам 
дифференцированных клеток. В процессе дифференцировки клетки обычно 
проходят несколько этапов и на каждом этапе они становятся более 
специализированными [33].  ММСК, мультипотентные 
мезенхимальные стволовые клетки, которые могут быть использованы в ТИ в 
разной степени зрелости. Использование производных мезенхимальных 
стволовых клеток связано с восстановлением тканевых дефектов, 
возникающих при обширных и глубоких термических поражениях кожи. 
Мезенхимальные стволовые клетки образуют практически все ткани в 
организме. Наибольшее количество доступных мезенхимальных стволовых 
клеток содержится в костном мозге. Если клеток-предшественников, которые 
располагаются в тканях, недостаточно - тогда некоторое количество клеток 
выходит из косного мозга и по кровеносному руслу мигрирует к месту 
повреждения [33,18].  Достигнув цели,  мезенхимальные   клетки 
закрепляются в тканях и начинают активно делиться. Когда количество 
новообразованных клеток оказывается достаточным для восстановления 
поврежденных тканей, клетки становятся специализированными для 
конкретного органа. Они активно делятся и выделяют большое количество 
биологически активных веществ, которые ускоряют протекание реакций 
обмена в тканях, активизируют работу уже имеющихся 
высокоспециализированных клеток, а так же участвуют в формировании 
стромы ткани или органа [18].      III) 
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Кератиноцит - основной тип клеток эпидермиса - типичная эпителиальная 
клетка, имеющая плотный контакт с соседними клетками при помощи 
десмосом и прикрепляется к базальной мембране полудесмосомами.
 Кератиноциты выполняют множество важных функций, включая 
производство кератина структурных белков кожи. По мере созревания, или 
старения, кератиноциты продвигаются вверх через эпидермис, превращаясь в 
нежизнеспособные корнеоциты зернистого слоя. Преобразование означает 
потерю клеточного ядра и цитоплазмы, формирование жесткой внешней 
структуры, называемой клеточной оболочкой и скопление кератинов и 
липидов во внеклеточном пространстве.  Среди кератиноцитов базального 
слоя также имеются стволовые клетки - родоначальницы пролиферативных 
единиц эпидермиса [19].        
 Слои эпидермиса: базальный (ростковый), шиповатый, зернистый, 
блестящий, роговой. 	   
1.3 Использование фибробластов в тканевой инженерии  
Метод, разработанный Центральным научно-исследовательским 
институтом стоматологии и челюстно-лицевой хирургии (ЦНИИСиЧЛХ) и 
Институтом Стволовых Клеток Человека, позволяет из небольшого образца 
слизистой оболочки полости рта пациента выделять и культивировать до 
нужного количества функционально активные фибробласты, которые затем 
вводят в десну инъекционным способом для лечения гингивитов и 
атрофических поражений дёсен. Трансплантированные фибробласты, 
активно синтезируя коллаген, способствуют увеличению толщины десны и 
улучшению ее кровоснабжения. Проведённые на базе ЦНИИСиЧЛХ 
клинические исследования продемонстрировали безопасность и 
клиническую эффективность применения данной медицинской технологии 
для увеличения толщины десны и устранения ее дефицита. Технология имеет 
перспективу в стоматологии, благодаря хорошему клиническому эффекту, 
малой травматичности и простоте забора материала для получения 
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клеточного материала.          
 В 2000 году американские учеными представили результаты 
ограниченных клинических исследований по применению собственных 
дермальных фибробластах для коррекции дефектов мягких тканей лица. 
Учёные наблюдали выраженный стойкий клинический эффект у пациентов 
при коррекции морщин, рубцов, постакне после внутрикожного введения 
собственных дермальных фибробластов. Введенные клётки синтезировали 
большое количество коллагена. Было показано, что культивированные 
фибробласты кожи, полученные даже от пожилых пациентов, не теряют 
своей способности размножаться и продуцировать коллаген. С 2003 года 
американская компания «Isolagen» провела исследования в FDA (Food and 
drug administration) технологии применения собственных дермальных клеток 
для коррекции дефектов кожи. Основной целью исследования было изучение 
безопасности и клинической эффективности применение собственных 
дермальных фибробластов. Суспензию вводили внутрь кожи, троекратно, с 
интервалом между процедурами 1-6 недель. Результат показал значительное 
уменьшение морщин и улучшение состояния кожи. Клинический эффект 
сохранялся около года [5]. Учёные из национального Сеульского 
университета провели ряд экспериментов с фибробластами кож. В них  
обнаружилось высокое содержания протеина амфифизина, который 
стимулирует внутриклеточное питание: с возрастом его количество в клетках 
значительно уменьшается. Если же искусственно добавить его внутрь старой 
клетки, это позволит вернуть её функционирование на уровень молодой. 
Было высказано предположение, что при  добавлении этого белка внутрь 
старой клетки - то это позволит вернуть её функционирование на уровень 
молодой [6].Во всех вышеперечисленных случаях успешного применения 
клеточных технологий для восстановления структуры дермы, не 
использовались скэфолдные конструкции, применение ограничивалось 
только использованием аутологичным клеточным материалом пациента, при 
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этом терапия была направлена на коррекцию возрастных изменений без 
нарушений целостности кожных покровов. 
1.4 Материалы, используемые для получения волоконных структур в 
тканевой инженерии кожи 
Одним из популярнейших материалов для тканевой инженерии кожи 
является коллаген. Его в норме синтезируют и поставляют в межклеточный 
матрикс почти все клетки: фибробласты, остеобласты, кератобласты и др. 
Синтез и созревание коллагена является сложным многоэтапным процессом, 
который начинается в клетке и заканчивается в межклеточном матриксе. 
Нарушения его синтеза сопровождаются появлением дефектных коллагенов, 
что приводят к патологи не только костно-суставной системы, но и также и 
внутренних органов. Синтез заключается в двух этапах: внутриклеточный и 
внеклеточный. На внутриклеточном этапе происходит трансляция и 
посттрансляционная модификация полипептидных цепей. На внеклеточном -
 модификации белка, завершающаяся образованием коллагеновых волокон. В 
биотехнологии коллаген – наиболее известный из современных 
биоматериалов. В 70-е годы были впервые получены данные о влиянии 
коллагеновых имплантатов на функцию фибробластов. Установлено, что они 
способствуют их пролиферации [26,7].     
 Коллаген также применяли в виде геля при восстановлении костных 
дефектов как быстро биодеградирующий материал. Белковые покрытия на 
основе коллагена используются для улучшения биологических свойств 
других материалов, обладающих большей прочностью либо более дешёвым. 
Перспективным является направление разработки активных композиций 
ПГА с коллагеном [26]. На сегодня    наиболее подходящими для 
трансплантации и последующей биоинтеграции являются 
аутотрансплантаты, которые готовятся из собственных тканей пациента, как 
правило, непосредственно перед имплантацией, и этим полностью 
исключаются основные иммунологические и большинство инфекционных 
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осложнений при последующей пересадке [46].     
 Объёмы аутоматериала ограничены  при его заборе, и часто донор 
подвергается серьезным оперативным вмешательствам для этого – всё это 
существенно ограничивает широкое применение аутотрансплантатов.
 Ксенотрансплантаты (кожа от других людей, включая трупную) 
используют после соответствующей обработки, либо консервации, или 
клиника должна иметь собственный банк для хранения такого биоматериала, 
что в реальности доступно только очень крупным медицинским 
учреждениям из-за высокой стоимости приготовления и хранения данных 
материалов [26,27].  
1.5 Опыт использования и преимущества биоразрушаемых 
полимеров на основе карбоновых кислот в ТИ 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
	 Полигликолевая кислота (ПГК) – самый распространенный 
медицинский синтетический полимер, в практической работе материалы на 
её основе используются более 15 лет. Научно-исследовательская работа с 
использованием этих материалов ведётся очень активно. Существует 
множество изделий медицинского назначения на основе ПГК [20].  
 Полилактид, (ПЛК)  – при соответствующей пластификации становится 
эластичным и имитирует полиэтилен. Срок службы полимера увеличивается 
с уменьшением мономера в составе и после ориентации, что повышает 
прочность, модуль упругости и термостабильность. Продукт конденсации 
молочной кислоты, получаемый как химическим способом, так и 
битехнологическим при сбраживании декстрозы, сахарозы или мальтозы, 
зернового сусла или картофеля [51]. Широкое его внедрение в качестве 
полимера бытового и технического назначения до последнего времени 
сдерживается небольшими объемами выпуска, низкой производительностью 
технологических линий и, как следствие, высокой стоимостью продукции. 
Основным материалом на основе ПЛА, используемым в ТИ является его 
сополимер с полигликолидом в соотношение 9:1. Это биоразлагаемый и 
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биосовместимый полимер, относящийся к классу алифатических сложных 
полиэфиров. Сроки биоразрушения изделий из таких материалов обычно 
около 1-8 недель. Этот полимер разлагается в компосте в течение одного 
месяца, а побочные продукты деградации имеют очень низкую токсичность; 
в процессе деградации ПЛК превращается в углекислый газ и воду. Главное 
преимущество полилактида – это возможность переработки всеми 
способами, применяемыми для переработки термопластов [36,51].  
 Термопластичные линейные полиэфиры гидроксипроизводных 
алкановых кислот, представляют большой интерес для регенеративной 
медицины. В отличие от многих других биоматериалов на основе ПЛГК,  
ПГА не подвержены гидролитической деградации и обладают свойством 
медленной контролируемой биодеградации на фоне высокой 
биосовместимости и широких пределов упругости, жёсткости, эластичности  
[21].           
 Наиболее изученный представитель полигидроксиалканоатов – поли-3-
гидроксибутират (П3ГБ) – высококристаллический термопласт. 
Биологически совместим, так как является естественным метаболитом для 
человека [40]. Имеет ряд недостатков: низкая «прочность» и быстрое 
«высыхание» материалов, изготовленных из него. Это жесткий и высоко 
кристаллический полимер с низкой скоростью деградации, который 
приводит к плохой обработке и более высокой стоимости, поэтому 
рассматриваются способы модификации П3ГБ, такие как сополимеризация, 
например с поли-3-гидроксивалериатом, П3ГВ. Сополимеры поли-3-
гидроксибутират-со-3-гидроксивалериатом являются более гибкими и 
удобными в обработке, чем П3ГБ из-за их более низкой температуры 
стеклования и плавления. Сополимеризация этих двух мономеров приводит к 
уменьшению температуры плавления материала, что даёт возможность 
обработки при более низких температурах [41,40].   В зависимости от 
расположения звеньев, в сополимерах различают: нерегулярные (или 
статистические) и регулярные сополимеры, а также привитые сополимеры и 
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блок-сополимеры. В статистических сополимерах мономерные звенья 
расположены беспорядочно  (например: АВАААВАВВ... и т.д.), а в 
регулярных - все звенья распределены с определенной периодичностью. 
Среди регулярных сополимеров – наиболее распространены чередующиеся 
сополимеры, которые построены по принципу: АВАВАВ. Свойства 
статистических и чередующихся сополимеров являются промежуточными 
между свойствами, соответствующих гомополимерам.     
 Этот сополимер ПГА обладает высокой гемосовместимостью, так как 
не активирует ферментные системы крови и не вызывает агрегации 
тромбоцитов на поверхности образца, и не гидролизуется в жидких средах, в 
связи с тем, что деградация является биологической и происходит клеточным 
и гуморальным путями, образующиеся мономеры гидроксибутирата и 
гидроксивалериата не вызывают выраженной воспалительной реакции. Но 
скорость биорезорбции ниже, чем у материалов на основе полилактида [22].  
1.6 Методы тестирования изделий медицинского значения и изделий, 
предназначенных для тканевой инженерии 
Для оценки материалов, потенциально пригодных в качестве каркаса 
для ТИ, используется общепринятая система тестирования медицинских 
материалов и изделий, с учётом сроков их пребывания в организме. В случае 
восстановления кожи – период пребывания искусственного ВКМ во 
внутренней среде организма может составлять от 1 до 8-12 недель, в 
зависимости от площади и глубины повреждения. Оценивают санитарно-
химические, физико-механические, токсикологические и другие свойства 
изделия. Для оценки функциональности конструкции проводят испытания с 
использованием испытательных приборов, а также клеточных культур, в 
соответствии с ГОСТР10993-1-2011В [43], идентичному стандарту ISO 
10993-5.          
 Методы исследования с использованием клеточных культур 
определяют абсолютное количество клеток, выживающих при 
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непосредственном контакте с тестируемым материалом,  по сравнению с 
контрольным материалом: подсчитывают/определяют лизис клеток, 
замедление их роста, а также другие виды воздействия на клетки, 
обусловленные медицинскими изделиями, материалами и/или экстрактами 
из них. Использование различных линий клеточных культур позволяет 
выбрать объект для исследования и изолированно изучать специфику 
потенциального токсического воздействия вещества на клетки различных 
органов и тканей. Культуры, которые используются при тестировании 
биоматериалов – это, как правило, линейные культуры фибробластов, 
половые клетки КРС, а также клетки крови человека и другие 
специализированные клетки, в зависимости от назначения изделия. 
1.7 Типы клеток, которые используют для восстановления кожи  
   
	 Для разработок ткано-инженерных эквивалентов кожи 
используют культуру фибробластов, с  забором   кожи и выделением клеток 
после дезагрегации внеклеточного матрикса нативной ткани. Полученный 
биоптат промывается в физиологическом растворе (0,9% раствор NaCl) с 
человеческим альбумином (концентрация 1%). Промытый биоптат 
подвергается обработке раствором диспазы в культуральной среде DMEM с 
содержанием глюкозы 1 г/л (ДМЕМ-LG) пока пленки эпидермиса не 
отделятся от дермы, полученную дерму промывают ДМЕМ-LG и 
механически измельчают. Для получения лучшего результата, рекомендуется 
проводить обработку в течение 3 часов на орбитальном шейкере при 
постоянном покачивании при температуре 37°C. Фрагменты дермы 
распределяют по чашке Петри и заливают ДМЕМ-LG, дополненной 
эмбриональной телячьей сывороткой, раствором заменимых аминокислот и 
антибиотиками, с регулярной сменой культуральной среды. После 
заполнения фибробластами всей поверхности дна чашки, их снимают 
трипсином, который впоследствии инактивируют полной культуральной 
средой, фильтруют и осаждают центрифугированием. Клеточный осадок 
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ресуспендируют в ростовой среде и высевают на культуральные флаконы,  
после чего помещают в CO2-инкубатор. Каждый раз после достижения 
конфлуэнтного монослоя клетки снимают с дна культурального сосуда, и 
переносят в больший объём культуральной среды, таким образом, пассируют 
до необходимого количества [49].     
Стволовые клетки жировой ткани (СКЖТ) получают при резекции 
липодермальных лоскутов кожи при абдоминопластике или при липосакции 
(ЛС). Наиболее распространенный вариант выполнения данной операции – 
классическая ЛС, при которой жировая ткань в донорской зоне тела человека 
инфильтрируется стерильным солевым раствором, содержащим небольшие 
концентрации местного анестетика и адреналина. Методика проведения  
может влиять на число и жизнеспособность стволовых клеток, получаемых 
таким способом. При классической ЛС повышение уровня отрицательного 
давления в аспираторе может негативно сказаться на количестве выделяемых 
полипотентных клеток [47]. Извлеченные стволовые клетки должны 
обрабатываться в первые сутки после экстракции биоматериала из 
организма, поскольку хранение изымаемого при липосакции жирового 
субстрата в условиях комнатной температуры связано с уменьшением 
потенции стволовых клеток к выживаемости. Консервация матричной ЖТ 
при температуре 4 ºС с течением времени не изменяет количества МСК, 
получаемых из биологического материала.       
 Перед обработкой ЖТ из емкости удаляют верхний и нижний слои. 
Считают, что нижний слой также может быть источником СК. Оставшийся 
жировой слой промывается стерильным раствором фосфатного буфера с 
добавлением антибактериальных и противомикотических средств для 
снижения вероятности микробной контаминации биологического материала 
и исключения возможности тканевых (неклеточных) загрязнений 
сформированного биологического материала. После промывания ЖТ 
ферментируется стерильным раствором коллагеназы, для  освобождения 
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компонентов стромальной сосудистой фракции (ССФ), содержащей СК. 
Чаще всего используется коллагеназа IA-типа, из-за её  наиболее 
эффективной в процессе выделения МСК.    
 Рекомендуется ферментировать липоаспират (ЛА) в течение 1–2 часов. 
Ферментативное расщепление ЖТ до однородного вида ЛА при температуре 
37 °С в течение 2-х часов обеспечивает наилучший баланс между степенью 
диссоциации исходного биологического материала и количеством 
получаемых СК.          
 По завершении ферментативного расщепления ЛА осуществляется 
центрифугирование компонентов ССФ до полной изоляции СК. Физические 
эффекты центрифугирования так же, как и параметры давления при 
вакуумной ЛС, могут влиять на жизнеспособность и количество СК, 
используемых в итоге для культивирования [50].     
  
При введении нового материала в практику всегда необходимо оценить 
его цитотоксичность. Исследования ведут, как правило,  с использованием 
линейных клеток, после получения положительных результатов работы 
распространяют на специализированные клетки определённой ткани, в 
зависимости от назначения материала и имплантатов из него. Определяют 
внешний вид и количество живых клеток при прямом контакте с образцом, 
их соотношение с мертвыми, и различные аспекты активности – время 
удвоения количества клеток, активность различных ферментов, и др.  
 Для первого этапа работ на культуре клеток рекомендован и часто 
используется простой анализ метаболической активности клеток - это тест 
MTT. Это 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н тетразоловый 
краситель, приобретающий под воздействием ферментов митохондрий 
фиолетовую либо пурпурную окраску[44]. НАДФ-Н-зависимые клеточные 
оксиредуктазные ферменты способны восстанавливать тетразолиевый 
краситель в нерастворимый формазан, который имеет пурпурное 
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окрашивание.  Коэффициент светопоглощения этого цветного раствора 
лежит в области  между 500 и 600 нм, определяется   спектрофотометрически 
по сравнению с контрольным образцом – заведомо нетоксичным материалом, 
а также с материалом, обладающим выраженной цитотоксичностью. 
Восстановление тетразолиевого красителя зависит от НАДФ-H-зависимых 
оксидоредуктазных ферментов большей частью в цитозоли клетки. Поэтому 
восстановление МТТ и других тетразолиевых красителей зависит от 
клеточной метаболической активности из-за тока НАДФ-H. Клетки с низким 
уровнем метаболизма, как, например, тимоциты (клетки вилочковой железы) 
и селезёночные макрофаги восстанавливают очень мало MTT. Напротив, 
быстро делящиеся клетки показывают высокую степень восстановления 
MTT. Условия проведения теста могут изменять метаболическую активность 
и таким образом восстановление тетразолиевых красителей без влияния на 
жизнеспособность клетки.          
      
Глава 2. Объекты и методы исследования 
2.1 Объекты исследования 
 
-  
2.2 Методы исследования  
1) Определение суммарной пористости композитных образцов  
2) Определение содержания белка с помощью биуретовой реакции  
3) Культивирование фибробластов in vitro  
4) МТТ-тест (окрашивание клеток трипановым синим + подсчёт клеток в 
камере Горяева) 
5) Окраска клеток DAPI 
6) Получение 3Д матриксов/субстратов для ТИ кожи на базе ПГБ и 
композита П3ГБ + ПГВ+коллаген двумя способами: методом 
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леофилизации растворов и методом выщелачивания опорного блока 
сахарозы. 
2.2.1 Анализ суммарной пористости 
Метод основан на определении объема жидкости, заполняющей поры в 
пористом блоке, при периодическом механическом встряхивании. Важность 
его заключается в том, что, благодаря этому, можно предварительно 
«предугадать» рост клеток на данном матриксе.   В связи с 
тем, что, при использовании воды в анализе суммарной пористости результат 
будет иметь большую погрешность из-за гидрофобности образца полимера,    
был использован изопропиловый спирт. Данный метод предназначен для 
приближенного определения суммарной пористости пористых блоков с 
размерами диаметром от 0,2 до 5 мм.    
 Испытуемую сухую пробу взвешивают на электронных весах с 
точностью до 0,001г, затем, взвешенный образец вносят в коническую колбу 
емкостью 200-250 мл и заливают 100 мл дистиллированной воды или 
изопропилового спирта. Содержимое тщательно перемешивается на 
магнитной мешалке для более интенсивного заполнения пор в течение 15±1 
мин. На дно воронки Бюхнера аккуратно укладывается бумажный фильтр и 
смачивается водой. Избыток спирта из промежутков в матриксах удаляют 
путем отсасывания при разрежении 80±5 мм вод.ст. В колбе создается 
разрежение и фильтр плотно присасывается ко дну воронки. Испытуемый 
образец переносят в воронку Бюхнера и начинают отсасывание. 
Одновременно запускают секундомер. Через 3 мин отключается насос и 
снова взвешивается образец. 
2.2.2 Биуретовая реакция 
Содержание коллагена в композитных полимер-белковых матриксах 
определяли с помощью биуретовой реакции. Данная реакция является 
качественной на все виды белков и основана на способности пептидных 
связей в щелочной среде вступать в реакцию с сульфатом меди (ІІ), образуя 
	 25	
окрашенные медные солеобразные комплексы.     
 Предварительно,  готовые матриксы размером 5х5х5 мм  оставляли на 
24 часа в 2 мл 0,5% раствора уксусной кислоты, для растворения коллагена 
на поверхности и/или внутри матрикса. К 500 мкл раствора белка добавляли 
100 мкл 10 % раствора NaOH и 100 мкл 1% раствора CuSO4. Пробирки 
встряхивали. Положительной реакцией являлась окраска голубого или 
синеватого оттенка. Оптическую плотность измеряли на микропланшетном 
спектрофотометре iMark™ Microplate Absorbance Reader (BioRad, США), при 
длине волны 550 нм. Концентрацию белка определяли по предварительно 
построенному калибровочному графику. 
2.2.3 Культивирование эмбриональных фибробластов мыши   NIH 3T3 
Эти эмбриональные клетки выделены в 1962 году в Нью-йоркской 
школе медицины факультета патологии и используются в качестве 
простейшей адгезионной культуры. Являются гипертриплоидами. 
Линейные фибробластыNIH3T3 Условия культивирования: среда DMEM , 
сыворотка: эмбриональная бычья 10%, процедура пересева - cнятие клеток, 
используя трипсин 0,25%: версен 0.02% (1:3), криоконсервация - ростовая 
среда, 10% DMSO, 1-1.5х106 клеток/мл в ампуле.      
   Техника ведения культуры :   
1) Среду из флакона отобрать при помощи пипетки,  в ламинарном 
шкафу в стерильных перчатках, предварительно обработанных спиртом   
2) Добавить 1 миллилитр трипсина (0,75%)     
 3) Слить трипсин – и добавить ещё 2 миллилитра трипсина, поставить 
на 3-5 минут флакон в инкубатор.  
4) Добавить 2 мл DMEM – для инактивации трипсина   
	 26	
5) Собрать с помощью пипетки все 4 мл в пластмассовую пробирку 
 6) Центрифугировать при 3500 оборотов/мин.; в течение 3 минут 
 7) Перенести пробирку  в ламинарный шкаф   
8) В пробирке, после центрифугирования, должен  образоваться 
«сгусток» из клеток – его необходимо «сбить» с помощью пепитирования – 
для этого необходимо несколько раз набрать в пипетку среду и вылить 
обратно во флакон, стараясь  смыть как можно больше клеток.   
9) Взять 10 мкл клеточной культуры и вылить в чашку Петри, добавить 
равный объем красителя Тrypanium blue.       
 10 ) Тщательно смешать клетки с красителем    
 11)  Просчитать клетки в камере Горяева;    добавить с одной стороны 
камеры 10 микролитров клеточной суспензии,  и столько же – с другой .  
         
12) С помощью микроскопа проведен подсчёт клеток (количество 
клеток «по диагонали»)  
 
Рисунок 1 – Фибробласты линии NIH 3T3  
 
2.2.4 Культивирование ММСК жировой ткани крыс 
 
Жировую ткань крыс сразу же после эвтаназии и иссечения подкожно-
жировой клетчатки в области бедра, промыть раствором DPBS с добавлением 
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антибиотиков, измельчить и инкубировать в растворе коллагеназы I типа 
(100 Ед/мл) при 37 °С для растворения кусочков ткани, но не более 1 часа. 
Затем коллагеназу инактивировать раствором альбумина, центрифугировать 
и промыть средой DMEM несколько раз, до полного удаления   липидов. 
Клетки, находящиеся в осадке, суспендировать и высеять на чашки Петри с 
питательной средой DMEM с добавлением 10% телячьей эмбриональной 
сыворотки и раствора антибиотиков (раствор 100 ЕД/мл пенициллина и 100 
мкг/мл стрептомицина) в 5% атмосфере СО2 при 37 °С.  
 




Это колориметрический тест для оценки метаболической активности 
клеток. Основой данного теста является реакция восстановления желтой соли 
тетразолия (МТТ) до темного нерастворимого  формазана. В целом, 
преимуществом данного метода является экономичность и отличная 
воспроизводимость результатов. Для определения активности формазана, 
суспензию в количестве 100 мкл на лунку раскапывали по лункам 96-
луночного планшета, на дно лунок размещают экспериментальные образцы, 
по сравнению с контролем – культуральным пластиком. Каждый 1-й, 3-й и 7-
й дни снимали по точке, с замером оптической плотности. Предварительно 
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нужно слить всю среду и залить 50 микролитрами тетразолия бромида, и 950 
микролитрами среды DMEM . Оставлять ровно на 4 часа в инкубаторе  (+30 
минут), после 4 часов сливалась питательная среда с тетразолием из 
планшета, и  в каждую лунку   наливали 150 микролитров 
диметилсульфоксида (ДМСО). Несколько минут спустя, доставался 
микротитрационный планшет и помещали по 100 микролитров ДМСО с 
клетками в каждую лунку. Измеряли светопоглощение  образцов на  длине 
волны 540 нм. Каждая проба была проанализирована в 3 повторностях и 
вычислены средние арифметические, определение значения показателя 
делалось в соотсветствии с калибровочным графиком. По формуле: 
y=0,0915x+0,0273 , где: y – это оптическая плотность ( которая нам известна 
), а x – это количество клеток. Следовательно, зная оптическую плотность, 
можно посчитать количество клеток. 
2.2.6 Окрашивание клеток DAPI   
Наиболее часто для окрашивания ядер используются красители DAPI и 
Hoechst, которые обладают схожими спектральными характеристиками и 
селективностью к двуцепочечной ДНК. Оба красителя являются 
интеркалирующими и связываются с малой бороздкой в двухцепочечной 
ДНК. В работе изучали окрашивание клеток NIH 3T3 и ММСК с 
использованием DAPI при непосредственном контакте с 
экспериментальными образцами, по сравнению с культуральным пластиком.  
Для этого предварительно проводили экспозицию матриксов в обеих 
культурах на протяжении 2-3 суток, после чего нужно было:  
1) Удалить среду и залить раствор глютеральдегида, оставить на час. 
2) Промыть DPBS (Dulbeccophosphate-bufferedsaline) – буферным 
раствором, который используют для растворения веществ, для 
ополаскивания контейнеров, содержащих клетки.  
3) Зафиксировать формалином (2,5-4%) .  
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4) Удалить фиксатор и снова промыть DPBS. Инкубировать в 
TritonХ*100 (0,1%) 10-15 минут.  
5) Удалить Triton и промыть раствором Tween-20 (1%)  
6) Инкубировать с 1 % раствором альбумина (BC) и DPBS в течение 30 
минут. Снова промыть раствором Tween-20 и икубировать с DAPI( 5 мин. 
RT) разведение 1:10 
7) Снова промыть раствором Tween.  
8)  Проводили микроскопию образцов с определением интенсивности 
свечения окрашенных участков (Nikon 66 300 NX, *50), с 
фотографированием полей зрения и подсчетом клеток. 
 
2.2.7 Способы получения 2-мерных матриксов для тканевой инженерии 
дермы 
-            
  
2.2.8 Способы получения 3-мерных матриксов для ТИ дермы  
- 
3 . Результаты и обсуждения  
Для исследования были подобраны и сконструированы несколько 
вариантов композитных блоков из сополимеров ПГА с различным  
содержанием коллагена, и два вида пористых блоков: на   коллагеновой губке 
и кубике сахара, которые так  же были пропитаны сополимером П3ГБ3ГВ. 
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Рисунок 3 – Пористый блок на коллагеновой губке   
 
 
Рисунок 4  - Пористый блок на кубике сахара   
 
 




Рисунок 6 - Лиофилизация - Композитный субстрат: 90% сополимера /10% коллагена 
 
 Предварительно были проведены исследования, результаты которых 
помогли обосновать полученные результаты МТТ-теста, показывающие 
различную активность роста клеток NIH 3T3 и МСК жировой ткани,  в 
зависимости от способа получения каркасов.   
3.1 Суммарная пористость полученных каркасов 
- 
Таблица 1  – Суммарная пористость блоков  
- 
3.2 Содержание белка 
- 
Таблица 2  – Количественное содержание белка в различных блоках 
- 
3.3 Активность клеток линии NIH 3T3 и МСК жировой ткани  крыс в 




Рисунок 7 – Подготовка к МТТ-тесту, клетки ещё не посеяны 
 
 
Рисунок 8 - Клеточная культура с матриксами перед МТТ-тестом 
 
 




Рисунок 10 – количество клеток МСК и 3Т3 на блоках,  рассев по 100 тыс. клеток 
  
3.3.1 Активность клеток линии NIH 3T3 с композитом ( 90/10 , 70/30 ) и 
пористыми агентами в виде коллагеновой губки и блока на сахаре. 
















































3.3.2 Активность клеток линии NIH 3T3 и МСК жировой ткани с 
пористыми блоками на коллагеновой губки и на сахаре   
 






Рисунок13 -Результаты МТТ-теста в культуре МСК ЖТ, при рассеве по 50*103 
клеток/матрикс 
  
3.3.3 Активность клеток МСК жировой ткани с композитным блоком ( 

















































































Рисунок 14 -Результаты МТТ-теста в культуре МСК ЖТ при рассеве по 50*103 
клеток/матрикс ( 70% сополимер,30% - коллаген) 
3.4 DAPI 
Окраска  клеток на полимерных блоках показала, что клетки обоих 
типов были равномерно распределены на поверхности блоков. 
Клетки: NIH 3T3: 
 
 
Рисунок 16 – Фотография клеток на 3D пористом матриксе, полученном методом солевого 
выщелачивания, окрашивание DAPI, маркер 200 мкм 
 
 
Рисунок 17 –3D пористый матрикс, полученный методом пропитки коллагеновой губки   
 
 










































Рисунок 19 –3D пористый матрикс, полученный методом   выщелачивания 
 
 
Рисунок 20 – 3D пористый матрикс, полученный методом пропитки коллагеновой губки   
 
Рисунок 21 – 3D пористый матрикс, полученный методом лиофильной сушки эмульсии 
ПГА/белок 
Было отмечено , что больше клеток присутствует на каркасах, 
полученных методом лиофильной сушки. 
Выводы 
1) Получены четыре вида 3D пористых композитных блоков на основе ПГА 
с различными включениями коллагена. 
2) Пористость блоков составила: 
   
3) Включение белка составило:   
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